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小児ア ト ピ ー 性皮膚炎患者 に お け る N K細胞の 免疫学的特徴 を重症度別 に 検討す る 目的 で本研
究 を行 っ た ． ア ト ピ ー 性皮膚炎患者39 人く男性19 人， 女性20 人ナ の 年 齢 は 9 旬 15歳 く平均年齢1 1． 9歳1
で ， 重症度別に 軽症14 人， 中等症15 人， 重 症10 人の 3群に 分類 し た ． ま た ， 対照と し て 9 旬 15歳 の 健常
児16 人く男性9 人， 女性 7人J を選 ん だ ．
5
Cr r ele a s e cytoto xic a ss ay に よ る n atu r al kille rくN Kl 細
胞活性お よ び single cellas s ayくS C Aいこよ る N K細胞活性 は と も に 健常児 に 比 べ 重症群で有意に 低下
した ． ま た ， interleukin －2く1 し21 お よ び inte rfe r o n－ a くI F N－ al に よ る増強 に つ い て は ， 重症群 で
I F N． a に よ る％ spe cific 51Cr r ele a s eの 増強 は認め ら れ な か っ たが ． 軽症 群お よび 中等症群で N K細
胞活性 はI L－2 お よ び I F N． a に よ っ て 有意 に 増強さ れ た ． 一 方 ， Le u－7陽性細胞の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン は
健常児と の 間に 有意差は認 め られ な か っ たが ， Le u．11c 陽性細胞 の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン は 中等症群 で 有意
に 増加 した ． ま た ， ア ト ピ ー 性皮膚炎 患者 お よ び健常児に お い て ， ％ specific 5tIr rele a seは S C Aお
よ び Le u．11c 陽性細胞 との 間に 有意な 正 の 相関関係 が認 め られ た ． 以上 よ り， 重 症患者で は N K細胞
の標的細胞結合能力お よ び標的細胞傷害能力 の低下が ， 中等症患者で は N K細胞の 機能低下お よ び数量
的増加が認め ら れ た ． 小児ア ト ピ ー 性皮膚炎患者 に お ける N K細胞 の免疫学的特徴 を横断的に と ら え
，
各重症度に お ける そ れ ぞ れ の特徴 を明 ら か に す る こ とが で き た ． 今後 ， 縦 断的研究に よ りさ ら に そ の 推
移 を追跡で き れ ば ， 小児期 に お け る N E細胞機能の 測定 は重症度 を客観的に 把握 し ， 予後 を推測す る た
めの 1つ の 手段 に な りう る と思 わ れ た ．
Key w o rds atopic der m atitis， n atural killer c ell，
51Cr r elea se cytotoxic
ass ay， Single cella ss ay， S urfa c em arker
ア ト ピ ー 性皮膚炎くatopic de r matitis ， A Dl の 患者
は皮膚感染症 に 躍患 し や すく ， しか も 重 症に な り や す
い こ と が知 ら れ て お り ， 合併 しや す い 疾患と して伝染
性膿痴疹1Iな どの 細 菌感染症 ， 伝染性軟属腰 2，． 尋常性
疫贅
3I ． Kapo si 水痘様発疹症弟 な どの ウイ ル ス 感染症
が あげら れ て い る ． こ れ ら の 皮膚感染症 を合併 しや す
い 理 由と して ， 強 い 痔 み に よ る掻破が 以 前か らい わ れ
て い る が ， 近 年本症 に お け る免疫異常 ， お そ らく 細胞
性免疫の 異常に よ る 可能性 が考 え られ て い る ． こ の 点
A bbr e viatio n s ニA C D
，
a Cidcitr ate dextrose
CytOtO Xic assay 三F B S， fetal bo vin e s eru mi
に 関し て ， し か し ， A D患者に お ける遅延型皮膚反応
の 低下 珊 ， リ ン パ 球 の 幼君化因 子 に 対す る反 応性 の 低
下
6 ト81お よ び サ プ レ ツ サ ー T細胞の 減少の10Iな ど を 示 し
た 報告は多数 あ るが ， ウイ ル ス 感染細胞の 破壊 に 関与
す る n atu r al kille r c ellくN K細胞J の 活性の A D患者
に お け る変化 に 関す る 報告は ま だ少 な い ．
一 方 ， N K細 胞の 括性測定 に は ， 従来 その 細胞傷害
活性 を細胞集団 で 測定す る 方法 で あ る 51Cr 放 出細胞
傷 害 試 験 く5Cr rele a se cytoto xic a ss ay ， 51CrR．
A D
， atOPic der m atitisニ
51CrR C A，
51Cr rele ase
FIT C， flu o re sc ein is othio cya n atei IF N－ a ，
interfero n－ a iI L 2， inte rle ukin－2ニ N K， n atu r al killer三 P B S， pho sphate buffe red saline三
P E
， phyc o erythriniS C A， Single cellas ay
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CAl11I1 2－が 用 い ら れ て い たが ， 近 年免疫学の 進歩 に 伴い
新 し い 手法が 開発 され て き た ． な か で も モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を用 い て検 出す る N 瓦経胞表面 マ ー カ ー 解
析13 ト 1町や単 一 細胞 レ ベ ル で細胞傷害活性 を検定 しう る
単 d 細胞傷害試験 くsingle c ella s say， S C Al
16 ト 2O，が 有
用 と され ， こ れ ら の 方法 に よ り N K細胞活性 を多角的
に と ら え る こ と が 可能 とな っ て き た ．
そ こ で 著者 は ， 51CrR C A， S C A お よ び N K細胞表
面 マ ー カ ー 解析 を用 い て A D患者 に お ける N K細胞
活性 を測定 し， 異常 の 有無 を検討 した ． ま た ， AD の
重症度と N K細胞活性と の 関連 を検討 し た ■
対象お よ び 方法
王 ． 対 象
金沢大学医学部附属病院 ， 石川県立中央病院， 氷見
市民病院 ， 公 立加賀中央病院 の 各皮膚科外来 を訪れ た
A D患者39人く男性19人 ， 女性2 0 人1を対象と した ． 患
者 の 年齢 は 9 へ 1 5歳 く平均年齢11． 9歳1 で あ っ た ．
A D の診 断は上 原 ． 太藤の 診断基準
2り に 基づ き ， さ ら
に A D の重症度 に よ り 次の 3群 に 分類 した ．
軽症 二乾燥性 の ア ト ピ ー 皮膚が 主体 の も の ．
中等症 こ 乾燥性の ア トピ ー 皮 膚に 加 えて ， 四 肢お よ
び体幹 に 限局性 の苔癖化局面 を有す るが ，
その 範囲が 広範囲で な い も の ．
重症 こ 典型的 な ア ト ピ ー 性皮膚炎 で ， 習癖化 の 程
度が顕著で そ の範囲が広範 な も の ．
上 記の 重症度 に よ り 分類 す る と ， 対象患者は軽症14
人 ， 中等症15 人， 重症10人で あ っ た ． た だ し ， A D患
者 を集め る に あ た っ て ， 各群 の 対 象数 が な る べ く 等 し
く な る よう に 選 んだ ． ま た ， NE．細胞活性 へ の 影響 を
避 け る た め ， 副腎皮質ホ ル モ ン の 全身投与 に よ り治療
中の 患者 は対象 か ら除外 した ．
な お ， 対照例 と し て 9 旬 15歳で 同 一 家 系内に ア レ ル
ギ ー 性疾 患の な い 健常児16人 く男性 9 人， 女性 7人1を
選 ん だ ．
II． 末棉血 単核球 の 分 離
末梢静脈血を 10ml ヘ パ リ ン 採血 後 ， リ ン 酸緩衝塩
類溶液 くpho sphate buffered s alin e， P B Sl く日 水製
薬 ， 東京1 に て 2倍希釈 した も の を リ ン パ 球分離液
く1ym pho cyte s epa r ation m ediu m ， L S Ml くLitto n
Bio n etics， U ． S． A．1に 重層 し ， 1500rpm 20分間遠心
した ． 遠心後， 単 層 に 分離 した 末梢 血単核球 を採取
し ， P B Sに て 1800rpm lO分間， 引続き 1000rpm 5
分間遠心洗浄 し ， 10％非動化牛胎児血清tfetal bo vin e
s e ru m， F B Sl くGS L， U． S． A ． ， lot． 10091J 添 加
R fIM l1640溶液く日水製薬 ， 東京一 に 浮遊 し た ． さ ら
に
，
こ の 浮遊液 を 60x15m m 組織培養 デ ィ ッ シ ュ
くFalc o nH3002， U ． S． A －1 に 入 れ ， 37
0
c 5％ C O2気相
下で 一 晩静置 し た ． 翌 日 ， こ の 浮遊液 を10％ F BS 添
加 R PMI1 640溶液 に て 1 00rpm 5分間 2 回遠心洗浄
し ， 0．2％ トリ バ ン プ ル ー で 染色 して 生細胞数 を算定
し ， 2XlO
5個Irnl に 調整 して effe cto r c ellと した ．
m ． 51CrR C A
51CrR C A は押味 喝 の 方法 に準 じて行 っ た ． ヒ ト慢性







ml く第 一 ラ ジ オ アイ ソ
ト ー プ研 究所 ， 東京1 を加 え て37
0
Cで 2時 間培養した ．
培 養 後 ， 1 0％ F BS 添 加 R P M I164 0溶 液 に て
800rpm 5分間 4回 遠心洗浄 し ， 細胞 数 を 1xlO
4
個ノ
ml に 調整 し て ta rget c e11 とし た ． effe cto r c ellと
ta rget c ell を各 々 1 ml づつ くE ニ T ニ 2 0こ り
tripric ate で 小 チ ュ ー ブ に加 え ， 37
q
C 5％ C O2気相下
で 4 時 間混合培養 した ． 培養後 ， 2000rpm 5分間遠心
し ， 上 清 1 ml を採取 して ． 細胞沈漆を含む残 り 1 ml
と と も に オ ー ト ガ ン マ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
げ ロ カ ， 東京1 で ， 放 出さ れ た
51Cr の 放射活性を測
定 し た ． ％ 特 異 的 51Cr 放 出値 く％ spe cific 5でr
rele a s el を下記 の式 に よ り求 め 5CrR C Aに よ る N K
細胞活性値 と した ．
％ spe cific 5Cr rele a s e
ニ くくe xpe rim enta1
5
Cr r ele a s e－ SpO nta n e O u S
5





51Cr r ele a s eH xl OO
自然
51
Cr 放 出値 くspo nta n e o u s
5Cr r ele as el は．
ta rget c ell単独培養 した 際の ， ま た 最大
5
Cr 放出値
くm a xim u m
5
Cr r ele a sel は target c ellに 1 ％ trito n
X －100く和光純薬 ， 大 阪1をカロえ た際 の
5tr 放 出量 に よ
り算出 した ．
N ． S C A
S C Aの 測定 は Grim m1 61お よ び内田 20一の 方法に 準じ
て 行 っ た ． 細胞数 を 4 x lO5個ノml に 調 整 し た 単核球
くeffe cto r c ellナ と K 5 62細胞 くta rget c elり を， 各々
0．5ml づつ 小 チ ュ ー ブ に 加 え混和 した の ち ， 37
0
Cで10
分間培養 し た ． 一 方 ， 0 ．1％ ア ガ ロ ー ス くAga ro s e2ン
く同仁化学研究所 ， 東 尉 を完全 に 溶解 し たの ち， 37
0
C
の 恒温槽中に 保温 して そ の 液体状態 を保持 した ． 培嚢
した effe cto r c ellと ta rget c e11の 浮遊液 1．Omlに ，
あ ら か じめ 準備 した ア ガ ロ ー ス 1．Oml を静 か に混 ぜ ，
素 早 く 60x15m m 組 織 培養 デ ィ ッ シ ュ くFalc on
椚002， U ． S． A ．1上 に 均
一 に 塗 布 した ． ア ガ ロ ー ス が
完全 に 凝固 した の ち ． ア ガ ロ ー ス が 乾燥 し な い よ うに
10％ F B S添加 R P M I1640 溶液 を 1．Oml 重層し ， 37
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O
C5％ C O2 気相下 で 4 時間培養 した ． また ， 対照 と し
て ta rget C ellの み を 1．Oml 全く同様 に 処理 した ．
培養後 ， 重層 した10％ F B S添加 R P M I1640溶液 を
除去 し， 0■25％ ト リ バ ン プ ル ー 液 1．Oml をの せ ， 室温
に て5 分間染色 した ． 染色後， トリ バ ン プ ル ー を除去
して10％ F B S添加 R P M I1640溶液 を重層 し， 余分 な
トリバ ン プ ル
ー を脱染色 した ．
染色 し た各標本 を光学顕微鏡200倍の 倍率下 に お い
て鏡検 し た ． ま ず ， 対照 と して 作製 した ta rgetcellの
みの標本で ta rget ce11を500個数 え ， そ の 中で自然 に
死滅 して い る ta rgetc ell数 を求 め ， そ の 百 分率で表 し
自然死標的細胞比率く％ spo nta n e o u sta rgetde athlと
した ． つ い で ， 各標本 ご と に effe cto r cell を500個数
え， そ の 中 で ta rget c ellに 結合 し て い る effe cto r
cell数を 求 め ， そ の 百分率で表 し結合体形成率 く％
c onjugateンと し た ． さ ら に ， effector－target 結合体 を
100個数 え ， そ の 中で ta rget c ell が死滅 して い る結合
体数 を求 め ， そ の 百 分率 を算出 し た 上 で ， 真 に
effe ctor c ell の傷害に よ っ て ta rgetc ellが死 滅 した結
合体 の比率 を求 め る た め ， こ の 百分 率 と り － ％
SpO ntan e O u Sta rget de ath1100ンの 横 を算出 し細胞傷
害結合体比率く％lytic c o njugateンと した ． 最後 に ， 以
上で求 め た各比率 よ り ， ％ NK す な わ ち キ ラー 活性 を
有す る細胞 の末梢血単核球 に 占め る比率 を ， 下記 の式
によ り求 め た ．
％ N Kニ く％ c o njugateノ1001xく％ 1ytic conjugate1
1001xlO O
V ． I し2， IF N． ぼ 処 理 後 の 51CrR C A お よ ぴ
SC A
inte rle ukin －2くIL－21お よ び inte rfe r o n－a く工F N－ ql
によ る 5CrR C Aお よ び S C Aへ の 影響 をみ る目的で ，
分離 した 2 XlO5個ノml の 単核球1 ml に I L 2くE N I，
U， S． A．Hlot． 1977－90JlOOJLl， I F N－ a く日本 ケ ミ カ ル
リサ ー チ ， 神戸Hlot． 001こ100 Uハ00〆り 10叫 1 お よ
びそ の 両者 を添 加 し， 37
0
C 5％ C O2気相下 で 2時間培
養処理 を加 えた ． こ れ を洗浄後 ， effe cto rc ellと して
5CrR C Aお よ び S C A を行 っ た ．
明 ． Le ロー7 お よ ぴ Le ロー11c に よ る N K 細胞表面
マ ー カ ー の 解析
N K細胞 に 特異性の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Le u－7抗
体， 抗 Le u－11c 抗体 を用 い て 解析 した ． a cidcitrate
de xtr o s eくA C DJ 液添加真空採血管で採血 し た 末棺静
脈血 10叫 1 に 塩化 ア ン モ ニ ウム を 主体 と す る 赤血 球
溶解液 10ml を加 え完全 に 溶血 させ た ． 溶血 を確認 し
た上で
，
P BSlOml に て 900rpm 4分間遠心洗浄 し ．
flu o re s c ein is othio cya n ateくFI T CI 標識抗Le u－7抗体
お よ び phyco erythrin くP El 標 識抗 Le u．11c 抗 体
くBe cto n Dickins on ， U ． S． A ．1 を各々 20JLl 加 え ， 水
冷中で30分間反応 させ た ． 反 応後， 再 び P B S lOml に
て 900rpm 4 分間遠心洗浄 し ， Fluor esc e n ce Acti．
V ated Cell So rte r a n alyz e r くF A C Sa n alyz e rl
くBe cto n Dickin s o n． U． S． A ．1で Le u－7 陽性細胞 お よ




測定値 の統計処理 に は Statistic al An alysisSyste m
くS A Sl を用い て 算出し た ． 各測定値の重症度別 の検討
に 際 して は ， 分 散分析 を 行 っ た 後 ． 群 間 に 有 意差
くpく0．051 の あ っ た もの に 対し て は Du n c a nの方法 に
て 多重比較 を行 い ， pく0．05 の もの を 有意差有 り と し
た ． ま た ． I L－2， I F N－ a 処理 の前後で の 5CrR C A お
よ び S C Aの 測定値の 比 較に は pairedt－teSt を行 い ，




図1 は％ spe cific
5
Cr rele a seを示 す ． 健常児 の ％
Spe Cific
5
tIr rele a seは 16A 士 1．4％くm e a n士S E MJ
で あ っ た ． A D患者 で は 軽症群 16．5士2．3％ ， 中等症
群 19．3士1 ．7％ で ， と も に 健常児と の 間 に 有意な羞 は

















































































C o 爪tr 吊 1i l d l o 山r lt e S IV モr
e
いド 1 61 くn ニ 1 4I くn 三1 4J 亡nニ 1 い
S8 V erity of a t opi 仁 山 r t l t i t i s
Fig．1． Relatio n ship betw e en％ spe cific 5tr
r ele a s e a nd s e v e rity ofatopic de r m atitis． Ea ch
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， pく0．05 by
A N O V A fo1lo w ed by Du n can
，
s m ultiple
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常児に 比 べ 有意 に 低下 し て い た くpく0 ．0引．
工工 ． S C A
図 2 ． 図 3お よ び 図4 は S CA の 測定値 を示 す ． 健
常 児 の ％ c o njugate t ％ lytic c o njugate お よ び ％
N K は それ ぞれ 10．6 士0．2％ ， 2 3． 8 士0．7％ ， 2 ．5 士
0 ．1％で あ っ た ． A D患者の 軽症群 お よ び 中等症群 と
健常児と の間 に 有意 な差 は認め られ な か っ たが ， 重症
群 で は％ c o njugate， ％ 1ytic c o njugate お よ び ％
N K は それ ぞ れ 8． 3士0 ．4％ ， 19． 6 士0． 7％ ， 1 ．6 士
0．1％で ， い ずれ も健常児に 比 べ 有意 に 低下 して い た
くい ずれ も pく0 ．0軋
III． I L．2， IF N－ a 処 理 後 の 51CrR C Aお よ び
S C A
表 1 ， 表 2 は そ れ ぞ れ 工し2， 工FN－ ぼ 処 理 後 の
51CrR C A と S C A の測定値 を示 す ．
健常児で は％ spe cific
5
Cr relea seは 工し2ある い は
工F N－ ぽ の 処理 に よ っ て 有意 に 増強 しくそれ ぞ れ pく
0 ．0 01
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Fig． 2． Relatio n ship betw e e n％ c o njugate in
Slngle c ella ss ay a nd se v erity of atopic de r－
m atitis． Ea ch ba r r epre s e nts m e a n士 S E M．
．
，
pく0．05 by A N O V A follo w ed by Du n c an
，
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c on t ro l l i l d 蝿O d モr a t モ 与川 8 r七
いド 1い くれ こ 川 くn
ニ 1り くnこ 川
S I V 申rity pf at opi c d 8 一事I tit i s
Fig． 3． Relatio n ship betw e e n％ lytic c o njugate
in single c ella s say a nd se v e rity of atopic
der matitis． Ea ch ba r repre s e nts m e a n士 S E M．
蠣
， pく0．05 by A N O V A follo w ed by Du n c a n
，
s


















































C o n t r o l bi l d 1 0 d e r at や S ever e
くn こ 1 6ユ くn ニ 1り くnこ 1り くn
ニ1 0 1
S e ve rl ty of a t qpi c d8 r コat i t i s
Fig． 4． Relatio n ship betw e e n％ N Kin single
c e11a s s ay a nd s e v e rity of atopic de r m atitis．
Ea ch ba r r epr e s e nts m e a n士S E M．
．
， pく0．05 by
A N O V A follo w ed by Du n ca n
，
s m ultiple
C O mpa ris o n．
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い て処理 した場合 で は ， 各々 単独 で処 理 した場合 に 比
べ 有意に 増強 し た くそれ ぞれ pく0．05， pく0 ．001I． ま
た ， ％ 1ytic c o njugate お よ び ％ N K は IL－2 と
1F N－ ぽ の 同時処 理 に よ っ て有 意 に 増強 し た が くい ず
れ も pく0．0011， ％ c onjugate で は有意 な増強は認 め
られ な か っ た ．
他方， A D患者 で は 重症群で IF N一 打 処理 に よ る％
specific
5でr r ele a seの 増強 は認 め られ なか っ た が ，
軽症群 お よ び 中等症群 で は 健 常児 と 同様 に ， ％
Spe Cific
5Cr rele a s eは IL－2 と I F N． a の単独処理 お
よび同時処理 に よ っ て 有意に 増強 し た ． ま た ， SCA は
軽症か ら重症ま で い ずれ の群 も 1 し2 と 工F N一 ぽ の 同
時処理 に よ っ て 有意に 増強 した ．
IV． Le u－7 陽性細胞 お よ ぴ Len ．11c 陽性細胞
図5 ， 図 6 は そ れぞ れ Le u－7陽性細胞 と Le u．11c 陽
性細胞の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン を示 す ． 健常児 の Le ひ7陽
性細胞 お よ び Le ひ11c 陽性細胞 は そ れ ぞ れ 11．5 士
1．8％， 12．9士 1．5％であ っ た ． A D患者で は Le u－7 陽
性細胞 は軽症 か ら重症 ま で い ず れ の群 で も健常児と の
間に 有意 な差 は認 め ら れ な か っ た ． こ れ に 対 し て ，
Le u－11c 陽性細胞 は軽症群お よび重症群で は健常児と
の 間に 有意 な差 は認 められ なか っ た が ， 中等症群 で は
20－7 士1．9％で ， 健常 児に 比 べ 有意 に 増加 し て い た
くpく0．0引．
V
． ％ spe cific 5でr r ele a s eと S C Aの 相関
表3 は％ spe cific 5Cr rele a s eと S CA と の 間の 相
関係数 を 示 す ． 健 常児 で は ％ spe cific 5Cr rele as e
と ％ c o njugate ． ％ 1ytic co njugate お よ び％ N Kと
の 間に は い ずれ も 有意 な正 の 相 関関係 が認め ら れ た
くそ れ ぞれ pく0－00 1， pく0．0 5， pく0 ．00い． ま た ，
A D患者 で も軽症か ら重症ま で い ずれ の 群も健常児と
同様 に ， 有意な 正 の相関関係 が認 め ら れ た ． 一 九
Tablel． Effe ct of I し2andJIo rIF N－ a O n％ specific
51
cr r ele a sein the co ntroIs
a nd the atopic der m atitis patie nts
Seve rity No tr e atm e nt IL 2 IF N－ a Iし2＋IF N－ Cr
Control 16．4士1．4 ％
くn こ 1即
M ild 16．5 士2．3
くn 二 1 4う
Mode r ate 19．3士1．7
くn ニ 1 41
Sev er e l O．4士1．4
くn 二 10I Cヰ
23．1 士2．3 ％
A 頼 窄 ， B韓
21．7士3．O





18．3 士レ．7 ％ 25．4 士2．1 ％
A 粕 ， Bヰホヰ
18．9 士2．8
A半， B 輌 ホ
21．7 士1．7







Ea ch v alu e r epr es e nts m e a n士 S E M．
A， the co mpa ris o n with ％spe cific
51
cr rele a s e with n otr e atm entin s a m e s everity
by paired t－teSt ニB， the c o mpa ris o n with ％spe cific
51
cr r ele a se with both IL－2 and
I F N－a in s a m e s e v e rity by pair ed t－teStニ C， the c o mpa ris o n with ％ spe cific 51cr
r ele a s ein the c o ntroIs with s a m etr e atm e nt by A N O V A follo w ed by Du n c a n
，
s
m ultiple c o mpa riso nこ 韓 ， pく0－05十
村
， pく0．01こ 榊 ， pく0．0 0l．
Table2． E ffe ct oE both IL－2 a nd I F N－ q O n Single c e11a s s ayin the c o ntr oIs a nd the atopic de r m atitis patie nts
Se v e rity
％ Co njugateく％1 ％ Lytic c o njugate く％I
No tr e atm e nt I し2 ＋I F N－ a No tre atme nt IL－2 ＋I F N－ a
％ N Eく％つ
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2 3．8 士0．7 28．4 士0．8
r A 軋 － 1
2 3．3 士1．6 26．3 士1．6
B一 丁 A－ L － 1
2 5．5 士1．1 28．5 士1．O
r A事－ 1
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Each valu e r epr e s e nts m e a n士S E M．
A． the c o mpa ris o nby pair ed トtc stこ Bp the c o rnpa ris o nby A N OVA follo w ed by Du n c a n
，
s m ultiple c o mpa ris o nニ
ー




王し2， 王F Nt ぼ 処理 を加 え た場合 も同様 に ， 健 常児 ，
A D患者 と も％ specific
5Cr r ele a seと S C A との 間
に 有 意な正 の 相関関係が認 め られ た ．
VI． ％ specific
5
tコr r ele a s eと Leu －7陽性細胞 お よ































































co n t r o l l ild 仙 山 r 8 t せ S 8V せr 8
くれこ1り くれ三 川 くn 三1リ ーnニ Hり
S 川8 r it y of l t Opi c 鵬 rl at i t is
Fig． 5． Relatio n ship betw ee n Le uT7 く＋1 c ell
populatio n a nd s e v e rity of atopic de r m atits．
Ea ch ba r repre s e nts m e an 士S E M，
表 4 は％ spe cific
S
Cr rele a s eと Leu－7 陽性細胞お
よ び Le u－11c 陽性細胞の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン と の 間の





































































c 8 n t rO l －11d l o 山 一－t8 餌 V lr l
くnニ 弼 くn三 川 くnニ いり くn
三 川
s 書V 8r i ty 中一 a t o p l c山 r －1 t i t i さ
Fig． 6． Relatio n ship betw e enLe u
－1 1c く＋1 cell
populatio n and s e v e rity of atopic de r m atitis．
Ea ch ba rrepre s ents m e a n士S E M．
＋
， pく0．05 by
ANOV A fo1lo w ed by Du n c a n
，
s m ultiple
C O mpa ris o n．
Table3． Co r r elatio n c o effic ents betw e e n％ spe cific
51
cr r ele a s e and single cell
a ss ayin the c o ntr oIs a nd the atopic de rm atitis patie nts
N o tr e atm e nt I し2 ＋IF N
－ Cr
Seve rity
RI R2 R3 RI R2 R3
Co ntr oI
M ild
くn ニ 161 0．765 0．578 0．8 21
ホホ ホホ ホホ ホ
くn ニ 141 0．739 0．666 0．906
M ode r ate ホ
幸水 綿 ホ
Seve re
くn ニ 141 0．636 0．699 0－810
くn ニ 1 01 0．7 65 0．743 0．918
米韓ヰ 轟ホ ホホホ





0．82 9 0．8 46 0．957
慧ンr三諾霊芝t霊f霊慧監慧昔霊c昌だ鷲慧三a三1慧 誤芯霊慧諸
co r relatio n c o effic e nt betw ee n ％ spe cific
51
cr rele a s e and ％ N Kニ 韓， pく0．05了 頼
pく0．01了相雪 pく0．001．
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と Leu －11c 陽性細胞 との 間に 有意 な 正 の 相関関係が
認め られ た がくpく0．0引， Le u－7 陽性細胞 と の 間 に は
有意な相関関係は認 め ら れ なか っ た ． ま た ， A D患者
でも ， 健常 児 と 同様 に ， ％ spe cific 5tIr r ele a s eと
Le u－11c 陽性細胞 の間に 有意 な正 の 相関関係が認め ら
れた くい ずれ も pく0 ．051．
考 察
N E細胞活性は副腎皮質ホ ル モ ン の 全身投与 を含む
多く の因子 に よ り 影響 さ れ る こ とが 既 に 報告 され て い
る
忽I瑚
． そ こ で ， 本研究で は N K細胞活性 に 影響 を与
える可能性の あ る 副腎皮質ホ ル モ ン の 全身投与 を受 け
てい たも の は対象か ら除外 した ． しか し ， 対象患者の
多く は副腎皮質 ホル モ ン の 局所投与お よ び抗 ヒ ス タ ミ
ン剤の 全身投与 を受 け て い た の で ， こ れ ら の 治療 が
N K細胞活性 に 与 え る 影響 を 予 め検討 し た ． そ の 結
果， 副腎皮質ホ ル モ ン の 外用 や抗 ヒ ス タ ミ ン 剤の 内服
に よ る治 療 を受 け て い た 患者群 と治療 を受 けて い な
か っ た患者群の間で N K細胞活性 に 有意 な差 は認 め
られ なか っ た ．
これ ま で A D患者 に お け る N K細胞活性 は 主 に
51CrR C Aに よ り検討 され てき た が ， それ に よ る知見 に
は議論が多 い ． V ia nder ら 瑚 は ， 成人の A D患者 を対
象と して 検索 し ， 患者群 と対照群の 間に N K細胞活性
の差異 は認 めら れ な か っ た と報告 し て い る ． こ れ に 対
して ， 成人患者 に つ い て 検 索し た Ku s ai miら 軌 や そ の
他 の人 達26 ト 31I， お よ び 小 児患者 に つ い て 検 索 し た
Chia r elli ら
32Iは い ずれ も A D患者 で は N K細胞活性
の 低下が認 め られ た と 報告 して い る ． ま た Chia relli
Table4． Co rr elatio nc o efficie nts betw e e n％
spe cific
51
cr r ele a s ea nd N Kc ells u rfa c e
m arke rs in the c o ntroIs a nd the atopic
de rm atitis patie nts
Severity R7 Rl lC
Co ntrol
くm ニ 1即 0．244
Mild
くn ニ 14う 0．436
M ode r ate
くn こ 14I O．468
Seve r e



























R7， C O rr elatio n c o efficie nt betw e e n ％
spe cific
51
cr r ele a s e and Le u－7く＋I c ell
pop11atio ni RllC ， CO rr elatio n c o effic e nt
betw e en ％ specific
51
cr relea s e and Leu－
11cく＋lc ellpopulatio nニ 事 ， pく0．05．
ら
霊1 は ， A D患者 に お け る N K 細胞活性 の 低下 は
A Dの 重症度 と負の 相関関係が ある が ， 皮疹が 軽快 し
た後も NK 細胞活性 の 低下が続 く こと か ら ， 背景 に 何
らか の 免疫学的異常 が あ る の で は な い か と 述 べ て い
る ．
著者の 成績 で は ，
51
CrR C Aに よ る N K細胞活性 は
対照群と比 べ て軽症群お よ び 中等症群 で はほ ぼ 同様 で
あ っ た が ， 重症群で は有意に 低下 して い る こ と が 示 さ
れ た ． ま た ， 重症 患者で ％ spe cific 5Cr rele a s eは
ル 2 に よ り有意 に 増強さ れた が ， 工F N一 皮 に よる 増強
は認 め られ な か っ た ． 工し2 お よ び IF N－ ぽ はい ずれ も
N K細胞活性化因子 と し て N K細胞の分化 と増殖 に
関与 して い る が ， 両者の 作用機序 に は若干の 相違があ
る とさ れ て い る の で 綱 瑚 ， 上 述の よ う な重 症の A D患
者 に お ける こ の 2 つ の リ ン フ ォ カイ ン に 対す る反応性
の 適い も 両者 の 作用 機序の 相違 に よ る も の と 思 わ れ
る ．
約1 0年前 Grim m ら16，に よ っ て 開発 さ れ た S C A
は ， N K細胞 の 細胞傷害能力 を単 一 細胞 レ ベ ル で と ら
え得る と い う利点 を有す る ． N K細胞 は r e cycling 能
九 す な わ ち ， ま ず 1 つ の 標 的細胞 を認識 し ， 結合
し ， 傷害 し た の ち ， さ ら に 別の 標的細胞 へ と移動 して
同様 の 傷害 を繰 り返 す能力 を有 す る が ， S C A で は
N K細胞 を ア ガ ロ ー ス 内 に 封 入 す る の で ， こ の
r e cycling を 阻止 し て 単 一 細胞 と して の 機 能 を み る こ
と が可能で ある ． しか も ， 標的細胞 と結合す る能力 と
標的細胞 を傷害す る能力 を別々 に み る こ と も可能 で あ
る ．
これ ま で N K細胞活性 を SCA を用 い て検討 した 報
告は少な く16ト 加I
，
し か も 測定条件 に よ っ て測定値 に 若
干 の 相違が あ る の で
， 本研究で得 られ た健常児 の 測定
値 を比 較す る こ と は難 し い が ， 本研究の 測定条件の 参
考 に した 内田 加Iの 報 告と比 較す る と
， 健常児で の 測 定
値 は こ の 報 告に お け る健常人 で の 測定値 に ほ ぼ 一 致 し
て い た ．
AD 患者 に お け る S C Aに 関 す る 研究 は さ ら に 少
く ， Jens enl 別の 報告の み で あ る ． しか し ， こ れ も 成人
の A D患者が対象で ， 小 児の A D患者を対象 と した 報
告は ま だ な い ． Je n s e nl掛 に よ ると ． 健常成人 に 比 べ て
中等症 な い し重 症 の A D患者 で は％ c o njugate ， ％
1ytic c onjugate お よ び％ N K が い ず れ も有意 に 低下
し て い た と い う ー 著者の 成績 で は ， 健常児に 比 べ て 重
症の A D患者 で ％ c o njugate ， ％ 1ytic c o njugate お
よ び ％ N K がい ずれ も有意 に 低下 し て い た ． し たが っ
て ， 年齢 に 関係 な く ， 重症 の A D患者 で は N K細胞
酒性 の 低下が あ り ， そ れ は標的細胞と の 結合能力 の 低
286
下 お よび 細胞傷害能力 の 低下 に よ る も の と 考 え ら れ
た ．
ま た ， 著 者 は 工し2， 1F N． ぼ 処 理 を 加 え た 場合の
SC A も 同時 に 測定 した ． そ の 結果 ， 健 常 児 で は ％
1ytic c o njugate お よ び ％ N K は増強 さ れ た が ， ％
c o njugate の 増強は 認め られ なか っ た ■ この こ と は ，
健 常 児 で は I L2 や 汀 N一 ば の リ ン フ ォ カ イ ン が
N K細胞の 標的細胞結合能力よ り も む し ろ標的細胞傷
害能力 を増強す る こ と を示 して い る ．
一 方 ， AD 患者
で は ， lし2， l F N－ ぼ 処理 に よ り N K細胞の 標的細胞
結合能力だ けで な く標的細胞傷害能力 も増強 され る こ
とが 示 され た ． ま た ， A D患者 に お け る リ ン フ ォ カイ
ン に 対 す る反応性の冗進 は ， どの 重症度群 に も共通 し
て認 め られ ， 重症群 で は リ ン フ ォ カイ ン に よ り N K細
胞活性 の 低下が 正 常 レ ベ ル に 回復 す る こ と か ら ， こ の
よ う な機構 が生体内で は N K細胞の機能低下 に 対 す
る機能的適応 と し て働い て い る 可能性が あ る ． 今後 ，
A D患者 の N K細胞機能 をよ り 詳細 に 解明す る た め に
は ， N E－ リ ン フ ォ カ イ ン 系と し て N K細胞 をと ら える
こ とが 重要と思 わ れ る ．
51CrR C A お よ び S C Aに よ る NK 細胞 の機能的解析
に 加 え て ， N K細 胞表面 マ ー カ ー に よ る数量的解析 も
行 っ た ． 用 い られ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Le u－7抗体 は T
細胞 と ． 抗 Leu－1 1c 抗体 は ミ エ ロ イ ド 系細胞 と交 叉反
応 を示 す こ とが 知 られ て い る が14 u 珊， 一 般 に こ れ ら の
抗体 は N K細胞の ほ ぼ特異的な マ ー カ ー と し て 利 用
さ れ て い る ． 従来 ， 健常児 で は Leu ，11c 陽性細胞 は出
生後 ほぼ 一 定で あ る が ， Le u－7 陽性細胞 は出生時 に は
少 な く ， 加齢と と も に 増 加す る こ と が 報告 さ れ て い
る 珊 ． 本研究 に お ける健常児の Le 廿7 陽性細胞 お よ
び Le u－11c 陽性細胞の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン は い ずれ も
こ れ ま での 報告 騨 l に お ける 9 へ 15歳 の 正 常値 と ほ ぼ
一 致 して い た ． また ， A D患者 で は 中等症群 に お い て
Leu－11c 陽性細胞が有意 に 増加 して い た ． こ の こ と と
こ の 群の患者の Nli細胞活性が 正 常 で あ る こ と を併
せ て 考 える と ， 中等症の 患者で 個 々 の Le ひ11c 陽 性
N K細胞 の 活性が低下 し て い る可能性 が推測 さ れ た ．
一 方 ， Leu－11c 陽性細胞 は N K細胞活性 と の 間 に 正
の 相関関係が み られ た が ， Le u－7陽性細胞 と NK 細胞
活性 との 間 に は 正 の 相 関関係 は認 め ら れ な か っ た の
で ， Le u－7 陽性細胞 よ り Le u－1 1c 陽性細胞 の 方 が
N K細胞 の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン を反 映す る も の と考 え ら
れ た ． しか し こ れ に 対 して ， No miya m aら31Iは 成人
A D患者で Le u．7陽性細胞お よ び Le u－11c 陽性細胞 が
い ずれ も 減少 し， しか も と も に N K細胞活性と の 間 に
正 の 相関関係 を 示 す こ と を認め ， A D患者の N K細胞
活性 の 低下は Le u－7 陽性細胞お よ び Le u－11c 陽性細
胞の 減少 に よ る と述 べ て い る ． こ の よ うな差異 を生じ
た 理 由 と して ， 対 象患者 の年齢 の 差異 が 考 え ら れる
が ， 明 ら か で な い ．
以上 の よう に ， 著者 は 3種の 解析方法 を用 い て小児
の A D患者 に お ける N K細胞の免疫学的特徴 を多角
的 に 解析 した ． そ の成績 の 要約 と解釈 は次 の ようであ
る ． 軽症 の A D患者で は健常児 との 間 に N K細胞の
機能的 ． 数量的 な差異 は認 め られ な か っ た ． 重症の
A D患者 で は N K細胞は数量的に は 正 常 で ある が ，
N E細胞 の標的細胞結合能力お よ び標的細胞傷害能力
が低下 し ， そ の結 果％ spe cific
5
tr r ele a seが 低下 し
て い た ． 中等症の A D患者で は Le u－11c 陽性 N K細
胞 が増加 した が ， N K細胞活性 は健常児 と の 間に 差は
認 め ら れ な か っ た ． こ れ は健常児 に比 べ 個 々 の NK 細
胞 の 活性 が低下 して い る た め で ， さ ら に 言及 す る な
ら ， N E細胞 の増加 に よ っ て個 々 の N K細胞 の 機能低
下が補償 さ れ て い る と 考 え られ る ．
本研 究で は 9ノ ．－ ノ15歳の 小児 A D患者 を対象と し て
選び ， 重症度別 に 分類 し ， N K細胞 の免疫学的特徴を
横断的 に と ら え た ． 今後さ ら に ， こ の 特徴の 推移を縦
断的 に 追跡で き れ ば ， 各患者に お け る N E細胞機能の
測定 は そ の 患者 の重症度 を客観的 に 把握 し ， さら に 予
後 を推測 す る た め の補助的手段 と して 役立 つ で あろ
う ．
績 論
ア ト ピ ー 性皮 膚炎患者3 9人， 健常 児16人 に つ い て ，
5
CrR C A， S C A お よ びモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 に よ る
N K細胞表面 マ ー カ ー 解析 を行 い ， 以 下 の 結果 を得
た ．
1 ． ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎患 者 の ％ spe cific
5
tIr
r ele a seは軽症群 お よ び 中等症群 で は健常児 と の 間に
有意差は認 め られ なか っ た が ， 重症群で 健常児に 比 べ
有意に 低下 し て い た ．
2 ． ア ト ピ ー 性皮膚炎患者の S C A は軽症群お よび
中等症群で は健常児 と の 間 に 有意差 は認 め られ なか っ
た が ， 重症群 で は ％ c o njugate ， ％lytic c o njugate お
よ び％ N Kの い ずれ も健常児 に 比 べ 有 意 に 低下 して
い た ．
3 ． ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎患者 の ％ spe cific
5Cr
r ele a s eは重症群 で IF N－ a に よ る増強 は認 め ら れ な
か っ た が ， 軽症群 お よ び 中等症群 で は I し2， I F N． 戊
に よ っ て有 意に 増強さ れ た ． ま た ， S CA は軽症 か ら重
症 ま で い ずれ の 群 で も rし2， 工F N一 皮 に よ っ て有意に
増強さ れ た ．
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4 ． ア ト ピ ー 性皮膚炎患者の Le u－11c 陽性細胞 の ポ
ピ ュ レ ー シ ョ ン は健常児 に 比 べ 中等症群 で有意に 増加
してい たが ， 軽症群お よ び 重症群 で は健常児 と の 間に
有意差 は認 め られ な か っ た ． ま た ， Le u．7 陽性細胞の
ポピ ュ レ ー シ ョ ン は健 常児と の 間に 有意差 は認 め られ
なかっ た ．
5 ． ア ト ピ ー 性 皮膚炎患者 お よ び 健常児 に お い
て ， ％ spe cific
5
てニr r ele a s eは S C A およ び Leu －
11c 陽性細胞と の 間に 有意な正 の相関関係が認 め ら れ
たが ， Le u－7 陽性細胞 と の 間 に は 有意な相関関係は認
められ な か っ た ．
以上， 9 へ ノ15歳 の 小 児 ア ト ピ ー 性 皮膚炎患者に お け
る N K細胞 の免疫学的特徴 は重 症度 に よ り異な り ， 重
症患者で は N K細胞 の 標的細胞結合能力 お よ び 標的
細胞傷害能力が低下 し ， 中等症患者 で は機能 の 低下 し
た N K細胞 が数量的 に 増加 して い た ．
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T he pr esent study w as pu rsu ed to e v alua te the im m u nological characte ristics of the
n atu r al killerくN KI c ell in childr e n with atopic de r m atitis くA Dl． T he s ubje cts u s ed in th is
Study w e rea sfollo w s こ11 thirty－ nine patie nts り9 males and 20 fe m ale sl with AD ， aged 9
to1 5years くm e a nage l l．9 ye arsl， 2l sixte e n medically healthy childr e nく9 males and 7
fe m alesl as the c o ntr oIs， aged 9to 15． T he A D patie nts w e r e classified into thr e egrades
ac cording to the se verity of A Dこ mildく1 4childre n，， m Ode ra te く1 5childre nl， S eV e r et1 0
Childrenl－ Bo th the N Kcella ctivity by 5．cr r ele ase cytot oxic a s s ay and thatby single c e11
as say w er e signific antly r edu c ed in s e v e r eA D c o mpa r ed with the c o ntr oIs ． Exc ept fo rthe
e nha n cem e nt of ％ spe cific
51
cr r eleas ein s e ver eA D by I F N－ a ， the N Kc ellactivitie s we r e
Signific a ntly e nha n c ed by I L
q2 a ndlor IF N－ a in the A D patie nts． Although Le 。p7
Cell population wa s n ot signific antly differ e nt in the A D patie nts c o mpar ed with the
C O ntr OIs， Le u－1 lc く＋l c ellpopulatio n was signific a ntly h i帥 e rin mode ，at eA Dthan in the
C O ntrOIs－ A nd ％ specific
51
cr r ele asewa s slgnificantly c orr elated both w 汀h single c ell
assay a nd with Le u－ 11c く＋l c ellpopulation in bo th the A D patients and the c。ntr。1s ．
T hus these r e s ultsindic ated that the ability oE the N K c e11t o c onJugate and t okillthe
target cell w a sdepress ed in se v e re A D a nd that the N K cell fu n ctio n was depr es s ed and
the N K cells quantitativ ely increased in modera teA D－ T he im mun ologlCal cha r ac teristics
Ofthe NK c e11 in childr e n with A Dc o uld be cla rified in e a ch s e v e rity by cr o ss－ S e Ctio n al
Study． Fu rthe r m o re， ifthe cha nges of the s e characteristics c a n be fo1lo w ed up in a
longitudinal study， there willr ais ethe po sibility that me as u r e m e nt ofthe N Kcell fu n ctio n
in chidhood m ay bec om e an aid to objectiv ely r e cognize the se v erlty Of A D and to pr edict
the progn osis．
